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Entre enero y febrero de 1981 se notificaron en Ohio, Michigan, Georgia y
Alabama 85 casos de enteritis causada por Salmonella muenchen. La investigacién
inicial no logré implicar a una fuente alimenticia como vehiculo comin, pero en
Michigan, el 76% de los enfermos, en contraste con el 21% de los testigos, confe-
saron la exposicién personal o doméstica a la marihuana (P<0,001, riesgo rela-
tivo=20). Las muestras de marihuana obtenidas de los hogares de los enfermos
contenian hasta 107 S. muenchen por gramo.

Los aislamientos de S. muenchen relacionados con el brote eran sensibles a todos
los antibiéticos y eran fenotipicamente indistinguibles de otras S. muenchen. No
obstante, se revel6 por mapeo de fragmentos de 4cidos nucleicos de plasmidos que
todos los aislamientos relacionados con la exposicién a la marihuana contenian
dos plasmidos de bajo peso molecular (3,1 y 7,4 megadalton), los cuales estaban
ausentes en las cepas control. Un anilisis de los pldsmidos de los aislamientos mos-
tré6 que los brotes en Ohio, Michigan, Georgia y Alabama estaban relacionados, y
el anslisis de los aislamientos enviados de otros varios estados demostré que los
casos asociados con la marihuana podian haberse extendido hasta California y

Massachusetts.

Se considera que la Salmonella es uno de los
patégenos mis frecuentes transmitidos a través
de los alimentos. Cada afio se notifican a los
Centros para el Control de Enfermedades mas
de 50 brotes causados’ por este microorganismo.
Aunque existen mas de 1.800 serotipos diferen-
tes de Salmonella, 10 serotipos explican mas de
las dos terceras partes del total de los aislamien-
tos en los Estados Unidos (1). La mayoria de los
brotes resultan de la exposicién de las personas
a un producto alimenticio o comida, pero la ex-
posicién a productos que son contaminados en
el momento de su produccién y g'.e tienen una
amplia distribucién puede conducir a brotes en
varios estados. Brotes de ese tipo se han investi-
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gado con el maximo éxito cuando han estado
causados por serotipos poco frecuentes o seroti-
pos comunes con un patrén de sensibilidad a
antibiéticos o un patrén de fagoélisis poco co-
mun. Estos brotes implicaban al chocolate con-
taminado con S. eastbourne (2), a las capsulas de

.color carmin con S. cubana (3), ala hamburguesa

y al rosbif precocinado con S. newport (4, 5) y a
la leche en polvo con S. newbrunswick (6).

En enero de 1981 investigamos dos brotes de
salmonelosis causados por cepas de S. muenchen
multisensibles que aparecieron en Ohio y en Mi-
chigan. La ocurrencia simultinea de dos brotes
debidos al mismo serotipo en estados adyacentes
sugeria un vehiculo comun. Se investigaron los
brotes causados por la marihuana contaminada,
que no habfa sido reconocida previamente como
vehiculo de transmisién de patégenos bacteria-
nos. Mediante el analisis de los perfiles de los
plasmidos (mapeo de fragmentos de acidos nu-
cléicos), pudimos distinguir la cepa epidémica
de S. muenchen de aparicién frecuente y demos-
trar la extensién del brote. Antes del brote, el
uso de mapeo de fragmentos de dcidos nucleicos
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de plasmidos se habia limitado a las investigacio-
nes de infecciones nosocomiales no entéricas (7).

METODOS
Epidemiologia

Identificamos a enfermos con la infeccién por
S. muenchen y obtuvimos las historias de los casos
mediante la revisién de los registros hospitala-
rios y de los departamentos de salud, y por en-
trevistas a los enfermos de Ohio y Michigan.
Definimos como caso a aquella persona que
siendo el primer miembro de la familia que se
puso enfermo se le aisl6 S. muenchen de la sangre
o de las heces durante el periodo comprendido
entre diciembre de 1980 y febrero de 1981. Es-
tos estudios iniciales condujeron a un estudio
de casos y testigos en el que se realiz6 teleféni-
camente una encuesta sobre alimentos, restau-
rantes, lugares de diversién y contacto con ani-
males de 32 familias de casos y de testigos en
Ohio. Las familias testigos se seleccionaron de
forma aleatoria en los barrios de los casos me-
diante una guia de calles. Se excluy6 a las fami-
lias testigos en las que un miembro de la familia
habia padecido un proceso diarreico de més de
dos dias de duracién en los dos ultimos meses.
El estudio de casos y testigos inicial condujo a
una segunda encuesta a las familias de los casos,
en la que se obtuvo informacién especifica sobre
las interrelaciones con otros casos y sobre el uso
de farmacos prohibidos.

Para determinar si la marihuana se utilizaba
con mas frecuencia en los hogares de los casos
que en los de los testigos, llevamos a cabo en
Michigan un estudio de casos y testigos con 17
casos y 34 testigos pareados por edad y vecindad.
Se analizaron estadisticamente, segin el método
de Miettinen (casos apareados con un nimero
variable de testigos), las respuestas de los casos
y de los testigos (8). Se solicitaron muestras de
marihuana (menos de 5 g) a las familias de los
casos de Ohio, Michigan, Georgia y Alabama y
se sometieron a analisis microbiolégico.

Investigaciones de laboratorio

Las salmonelas fueron aisladas de muestras
de heces y de sangre por los laboratorios hospi-
talarios mediante técnicas de aislamiento estin-
dar, y fueron serotipadas por los departamentos
estatales de salud (9). Se determinaron las reac-

ciones bioquimicas (9) y la susceptibilidad a los
antibiéticos (10) de todos los aislamientos, inclui-
das las cepas control de S. muenchen no relacio-
nadas con las epidemias o con el uso de la ma-
rihuana. Se efectué una estimacién cuantitativa
de la contaminacién por salmonela en las mues-
tras de marihuana mediante recuentos en placa
de los aislamientos de S. muenchen. Para confir-
mar que las muestras eran de marihuana y para
determinar en cada muestra las cantidades de
los diferentes cannabinoides presentes, se envia-
ron muestras contaminadas con salmonela al
Instituto de Investigaciones de Ciencias Far-
macéuticas dela Universidad de Mississippi para
un andlisis de cromatografia de gases (11).

El perfil de los pldsmidos de 116 aislamientos
de S. muenchen fue determinado por electrofore-
sis-gel-agarosa del ADN plasmidico. Las cepas
de S. muenchen y de las salmonelas relacionadas
antigénicamente, previamente aisladas de dife-
rentes partes de los Estados Unidos, también se
analizaron por electroforesis-gel-agarosa para
que sirvieran de testigos. Los caldos de cultivo
fueron lisados con sulfato de sodio dodecilico
con alta salinidad (12), o con detergente no
i6nico Triton X-100 (13) y a continuacién fue-
ron precipitados por centrifugacién (14).

Todo el ADN plasmidico fue analizado por
electroforesis con agarosa en bloque vertical
(15). E1 ADN plasmidico de la cepa V517 de
Escherichia coli servia como control para el peso
molecular (16). Se prepar6é ADN plasmidico pu-
rificado de las cepas seleccionadas por digestién
con la endonucleasa de restriccién Hpa II (La-
boratorios Miles) (17). El bacteriéfago ADN
lambda con un conocido patrén de segmenta-
cién Hpa I1 se utiliz6 como control para la diges-
tién completa enzimitica del ADN.

RESULTADOS

Casos en Ohio y Michigan

El Sistema Nacional de Vigilancia de la Sal-
monela recibe cada afo de 300 a 400 informes
de aislamiento de S. muenchen de seres humanos
(1). Como los aislamientos de muchos otros se-
rotipos de salmonela, los de este serotipo se no-
tifican con més frecuencia durante los meses de
verano. En 1981, en contraste con afios previos,
hubo un marcado aumento en el nimero noti-
ficado de aislamientos (Figura 1). En enero de
1981 se notificaron 63 aislamientos de este sero-
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Figura 1. Aislamientos de Salmonella muenchen en los

casos de infeccién en los Estados Unidos, desde enero

de 1978 hasta finales de agosto de 1981.
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tipo, y 87 en febrero de 1981; el 70% de los
aislamientos de enero y el 35% de los de febrero
se notificaron en Ohio y Michigan.

La distribucién por edad de los casos era simi-
lar en ambos estados. La edad media de todos
los casos era de 10 afios; la de los enfermos con
menos de un afo de edad, era de cinco meses.
Se comparé la distribucién por edad de los ca-
sos de este brote con la distribucién por edad
notificada en 1980. En estos dos brotes, 14 de
62 personas (23%) tenfan de 20 a 29 afios de
edad, comparado con 33 de 268 (12%) en los
que se aislé S. muenchen en 1980. Este aumento
era significativo (P=0,04, prueba exacta de
Fisher, dos colas) y estaba asociado con una re-
duccién, desde un 20% al 8%, en la proporcién
de personas con 50 afios o mayores. Los sinto-
mas predominantes eran diarrea (90%), fiebre
(81%), dolor abdominal (73%), diarrea con san-
gre (54%) y nauseas y vémitos (44%). Treinta
y nueve de los casos (62%) fueron hospitaliza-
dos. La duracién media de la enfermedad fue
de ocho dias.

El estudio de casos y testigos en Ohio no logré
correlacionar un lugar (tal como un supermer-
cado, restaurante, bar o centro de recreo) o un
alimento (tal como un producto de carne, queso,
alifo, condimento, o dulces de fiesta—pastel de
chocolate o de frutas) con el brote. No obstante,
descubrimos que el 44% de las familias de los
casos y ninguna de las de los testigos tenian

nifios menores de un afo de edad (P<0,001), y
que todas las familias de los casos pero solo el
41% de las de los testigos incluian a personas
de 15 a 35 afios de edad (P<0,001).

Debido a Ia asociacién con los adultos jévenes,
la falta de asociacién con un alimento, restau-
rante o actividad, y alguna informacién de tipo
anecdético, preguntamos sobre el uso de farma-
cos prohibidos durante una segunda entrevista
a los miembros de las familias de los casos. Nin-
guno de los miembros de las familias declaré
que usaban drogas excepto la marihuana, pero
la exposicién a la marihuana parecia ser alta.
En Ohio y Michigan, 49 enfermos (78%) habian
estado expuestos a la marihuana: 13 enfermos
(21%) declararon el uso personal de-marihuana,
22 (35%) habian estado expuestos a la ma-
rihuana en la casa, pero no la habian fumado,
y 14 (22%) habian estado expuestos a la ma-
rihuana fuera de la casa pero negaron haberla
fumado; 14 (22%) no tenian exposicién cono-
cida a la marihuana.

Poco tiempo después de descubrir la asocia-
ci6én en Ohio, realizamos el segundo estudio de
casos y testigos en Michigan. El 76% de los en-
fermos, comparados con el 21% de los testigos,
notificaron la exposicién personal o familiar a
la marihuana (Cuadro 1). La probabilidad de
que los enfermos hubieran estado expuestos a
la marihuana en las dos semanas anteriores a su
enfermedad era 20 veces mayor que la de los tes-
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Cuadro 1. Exposicién personal o familiar a la

marihuana entre los casos y los testigos de Michigan,

desde enero hasta finales de febrero de 1981.2

Testigos
Ambas 1 si Ambas
si 1 no no  Totales
Casos Si 4 8 13
No 0 1 3 4
Totales 1 5 1 17

*Existia una diferencia significativa entre los casos y los
testigos (P=0,0006, riesgo relativo=20).

tigos (P<0,001). Los casos negaron formal
mente la ingestién de marihuana en los alimen-
tos.

Casos en otros estados

Como resultado de los estudios en Michigan
y Ohio, dos casos de enteritis causada por S.
muenchen fueron notificados en Alabama y 21
casos fueron notificados en Georgia (18, 19).
Los dos enfermos de Alabama tenian menos de
seis meses de edad y padecian diarrea; uno fue
hospitalizado. Las madres de ambos nifios fuma-
ban marihuana en la casa. En Georgia, se consi-
gui6 obtener informacién sobre 15 de los enfer-
mos; 10 de los enfermos eran menores de siete
afios, y cinco tenfan’entre 20 a 27 afios. Todos
los adultos jévenes fumaban marihuana, y los
padres de siete de los 10 nifos afectados la fu-
maban en la casa.

Investigaciones de laboratorio

Se aisl6 §. muenchen de muestras de marihuana
de tres de las cuatro familias de casos de Ohio,
y de una familia de casos en Michigan, en Ala-
bama y en Georgia. La estimacién del recuento
en placa de los microorganismos de salmonela
por cada gramo de marihuana indicé niveles
extremadamente altos de contaminacién (Cua-
dro 2). Los microorganismos aislados en las otras
tres muestras fueron similares. El andlisis bio-
quimico de las muestras sospechosas de ma-
rihuana confirmé que eran de marihuana, pero
el tipo no sugeria su pais de origen.

Las cepas de S. muenchen aisladas de los enfer-
mos y de la marihuana en Ohio y en Michigan
eran sensibles a todos los antibi6ticos probados
y eran bioquimicamente indistinguibles de las
S. muenchen control (en una serie de 36 reaccio-
nes de prueba). Inicialmente, se analizaron las
cepas de la epidemia de Ohio y se descubrié que
contenfan dos pldsmidos con pesos moleculares
de 3,1 y 7,4 megadalton... Subsecuentemente,
se encontraron estos pldsmidos en todas las
cepas, independientemente de la sensibilidad
antibiética, que fueron aisladas de los enfermos
implicados en los brotes por marihuana conta-
minada investigados. Ninguna de las cepas con-
trol aisladas en afios anteriores o recientemente
de fuentes conocidas como negativas (es decir,
fuentes no relacionadas con la marihuana) con-
tenfa los dos mismos plasmidos. El analisis mas
detallado de los plasmidos de las cepas de §.
muenchen aisladas de enfermos durante el pe-
riodo de diciembre de 1980 hasta el final de
febrero de 1981 en nueve estados identific6 este

Cuadro 2. Caracteristicas de la salmonela aislada de las muestras de marihuana
obtenidas en los hogares de los casos, febrero de 1981.

Recuento de Otros micro-

colonias organismos  Sensibilidad
Muestra  Estado Serotipo porgramo® encontrados®  antibi6tica®
A Ohio S.muenchen ~ 8X10° 1,2,3,4 S
B Ohio S.muenchen  4x 107 1,2,3,4 S
S. oslo 4x108 NT S
C Ohio S. muenchen 5x107 1,2,3,4,5 S
D Michigan S. muenchen CNS NP S
E Georgia S. muenchen CNS NP S
F Alabama S. muenchen CNS NP R

“CNS significa una cantidad no suficiente para la determinacién.

b1 significa Staphylococcus epidermidis, 2 Escherichia coli, 3 Klebsiella pneumoniae, 4 estrepto-
:ocos del Grupo D, y 5 Pseudomonas aeruginosa. NP significa no probado. L

S significa sensibilidad a todos los antibiéticos probados, y R resistencia a la ampicilina.
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patrén de plasmidos en los residentes de Califor-
nia, Arizona y Massachusetts (Cuadro 3). Las
digestiones similares por la endonucleasa de res-
triccién del ADN plasmidico de la S. muenchen
en Ohio, Georgia y California confirmaron que
estaban relacionados por lugares de reconoci-
miento del Hpa II [secuencia nucleética CCGG
(citosina-citosina-guanina-guanina)] y tamafio...

DISCUSION

En esta investigacién, concluimos que dos
brotes simultdneos de gastroenteritis por .
muenchen en Ohio y en Michigan fueron cau-
sados por la exposicién a la marihuana conta-
minada, después de demostrar que el uso de la
marihuana era significativamente mds preva-
lente en las familias de casos que en las de tes-
tigos, y después de aislar la S. muenchen de las
muestras de la marihuana de las familias de
casos en ambos estados.

Cuadro 3. Perfiles de los plasmidos de la
Salmonella muenchen.

Ninguno u
Origen del Plasmidos otros
microorganismo caracteristicos® plasmidos
No. « cepas

Alabama 4> -
Arizona 4 -
Georgia 4 -
West Virginia 4 -
Ohio 12°
Michigan 26° 2
Massachusetts . 9 11
California 3 12
Wisconsin 5
New Hampshire -
Washington (state) - 4
Pennsylvania - 3
Texas - 7
Vermont - 3
Testigos C2 10°
Testigos con

S. muenchen - 16¢

67 75

aLos tamafios de los plasmidos caracteristicos son aproxi-
madamente 3 X 10°y 7 X 10° dalton.

PEste niimero incluye cepas de S. muenchen aisladas direc-
tamente de la marihuana.

Cepas control obtenidas de la coleccién en existencia en
los Centros para el Control de Enfermedades.

Cuando la marihuana est4 lista para la venta,
se almacena a la temperatura ambiente en una
atmosfera seca. Bajo estas condiciones, las sal-
monelas pueden permanecer viables pero no
crecen. Los estudios cuantitativos efectuados en
estas muestras indicaron que era improbable
que el grado de contaminacién (10° a 107 salmo-
nelas por gramo de marihuana) hubiera ocu-
rrido a través de la simple inoculacién por las
manos de los usuarios contaminadas por otras
fuentes. Las similitudes entre la microflora que
acompaiiaba a las tres muestras también sugirie-
ron la contaminacién debida a la mezcla directa
de la marihuana con heces animales, lo cual
pudo suceder como resultado de la fertilizacién
con estiércol sin tratar, contaminacién inadver-
tida durante el secado o almacenaje, o simple-
mente una adulteracién directa con estiércol
seco para aumentar el peso del producto.

La Agencia de Control de Drogas de los Esta-
dos Unidos estimé que la marihuana utilizada
en este pais en 1980 se cultivé en Colombia
(75%), México (11%), Jamaica (7%) y los propios
Estados Unidos (7%) (20). La Agencia sugiere
que la mayoria de la marihuana importada de
México se queda en el suroeste de los Estados
Unidos, mientras que la cultivada en los Estados
Unidos no se distribuye fuera del estado en el
que se cultiva. La distribucién de costa a costa
de esta marihuana nos llevé a sospechar que el
pais de origen seria Colombia o Jamaica.

Lainvestigacién de este brote revelé un nuevo
vehiculo para la infeccién por salmonela capaz
de provocar un brote multiestatal; también au-
menté nuestro conocimiento sobre la infeccién
al mostrar que un vehiculo que no es ingerido
puede causar una salmonelosis. La marihuana
puede contaminar los dedos durante la prepara-
cién de un cigarrillo de marihuana o los labios
mientras que se fuma. En este brote, el nimero
de salmonelas ingeridas por la contaminacién
entre mano y boca o cigarrillo y boca era lo
suficiente para causar una infeccién en los adul-
tos joévenes. Los casos en los nifios pueden ha-
berse producido por el contacto directo con res-
tos de marihuana, contacto con las personas in-
fectadas, o por la contaminacién secundaria de
los alimentos.

El mayor grado de contaminacién y el uso
prolongado o la exposicién pueden ser suficien-
tes para explicar la infeccién, pero puede ser
que otros factores del huésped puedan haber
estado implicados. En otro estudio, se descubrié
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que los usuarios de Cannabis por largo tiempo
tenian poco o ningun 4cido gastrico y podian
infectarse con un nimero menor de Vibrio cho-
lerae 01 que los que se necesitaban para infectar
a otros voluntarios (21). Ya que la acidez géstrica
actia como una barrera importante contra los
microorganismos ingeridos, esta acidez redu-
cida podia haber predispuesto a este grupo a
una infeccién después de que hubieran ingerido
inéculos mas pequenos. En las personas que fu-
maban marihuana contaminada, es posible que
algunos microorganismos de salmonela fueran
inhalados dentro de los pulmones.

La proporcién de casos en niiios (el 50% de
los cuales tenian menos de 10 afios) en este brote
fue similar a la notificada al Sistema de Vigilan-
cia de la Salmonela (40%) (I). En este brote, es
cierto que los nifos estaban menos expuestos al
vehiculo que los adultos. Esto sugiere que en
un brote de salmonelosis, aunque una gran pro-

porcién de los casos hubiesen ocurrido en la

poblacién infantil y en los nifios, la investigacion
para determinar el vehiculo de transmisién de-
beria incluir el examen de exposiciones comu-
nes en los adultos de las familias.

El anilisis del ADN plasmidico de estas cepas
relacionadas epidemiol6gicamente identificé
dos pequenos plasmidos que eran tnicos de las
cepas asociadas con y aisladas de la marihuana.
Aunque pequeiios pladsmidos cripticos se ven
frecuentemente en microorganismos entéricos,
otras S. muenchen que se sabe que no estin
relacionadas con el uso de la marihuana no con-
tenfan ninguno de estos pldsmidos. La compara-
cién con otras salmonelas no probadas previa-
mente tampoco revel6 un patrén similar. Los
patrones idénticos de digestién del enzima Hpa
II fueron la evidencia adicional para un solo
perfil del plasmido.

No se esperaba que los dos pequefios plasmi-
dos fueran uUnicos para las cepas asociadas con
epidemias o con la marihuana, o que permane-
cieran tan estables como lo hicieron. No existe
ninguna funcién conocida para estos plasmidos
y en consecuencia ninguna presién selectiva
natural o de laboratorio conocida para ellos. Es
posible que cualquier cepa de S. muenchen con
una o ninguna de estas bandas pueda haber
perdido el ADN que, por definici6n, no es esen-
cial para la supervivencia de la célula bacteriana.
También es posible que las cepas de S. muenchen
relacionadas con epidemias puedan adquirir
un plasmido; esto sucedi6 sin afectar a los dos

pequenios pldsmidos o a cualquier otra caracte-
ristica de cultivo conocida. El intestino sumi-
nistra una fuente tan rica de donantes y recep-
tores potenciales de ADN plasmidico que es muy
interesante que el mapeo de fragmentos de 4ci-
dos nucléicos de S. muenchen asociado con la
marihuana permaneciera esencialmente inal-
terado sobre una amplia zona geogréfica y des-
pués de pasar por varios huéspedes humanos.
Por lo tanto, el mapeo de fragmentos de 4cidos
nucléicos de plasmidos es un método til para
identificar a los microorganismos adquiridos en
la comunidad que no pueden ser tipificados por
otras técnicas.
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